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SPOSOB "YT"ARZANIA PRODUKTU SFRZEGANIA IHMUNOGLOBULINY

Frzedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania nowych produktdw syrrzegania immuno-
globuliny, o dziataniu przeciwrakowym.,

Frzy zwalczaniu rakas $rodkami chemicznymi niekiedy trzeba stosowad &rodki leczni-
cze, ktorych skuteczno$¢ jest omraniczona przez ich niepozgdane dziatania uboczne na
pacjenta, totez stale czynione sg wysitki zmierzajgce do ograniczenia trch dzialan do
minimum, Jednym z takich lekéw jest windezyna, to jest zwigzek przedstamiony wzorem 1
na zalgczonych rysunkach. Windezyne ujawniono w brytyjskim opisie patentowym nr 1 463 575,
w ktérym opisano jej wytwarzanie i aktywnosé biologiczng. . o

Sposoben wedlug wynalazku wytwarza sie nowe produkty sprzegania, zawierajace im-
munoglobuline lub fragment immunoglobuliny,zmodyfikovane przez jedng lut wiekszg liczbe
grup o wzorze 2 zwigzanych z nimi kowalencyjnie przez reakcje immunoglozuliny lub fra-
gmentu immunoglobuliny z azydkiem kwasu dezacetylowinblastynowego;

Immunoglobulina lub fragment stanowig przeciwciato lub fragment pr:zeciwciala
o wtasnosciach rozpoznawania antygenu. Korzystny sktadnik immunoglobulirzowy stanowi
przeciwcialo lub fragment przeciwciala przystosowanego do rozpoznawania zntygendéw na
powierzchni ztosciwych komdérek typu wystepujacego w organizmie ludzkim, JednakZe ma-
teriaty immunoglobulinowe innych typéw wchodzg réwniez w zakres wynalaziku, gdyz moga
one byé uzyteczne w leczeniu zwierzgt i w prdbach kontrolnych oraz w irzsch prébach.

Nowe produkty sprzegania sg stosowane do leczenia reka., Sg one skuteczniejsze
i daja mniejsze skutki uboczne migdzy innymi dzieki temu, 2Ze majg zdolncsé zﬁiekszania
stezenia cytotoksycznego leku w miejscu dziatania.

Wytwarzane produkty sprzegania mogg byé wykorzystane w uktadach pcsrednich, siu-
2y¢ do rozpoznawania specyficznego przeciwciala na powierzchni komdérki zntygenu.

Znane sg immunoglobuliny wiasciwe dla antygendéw na powierzchni koz:rek, ktoére
majg byé zabite, jak rowniez sposoby ich ‘wytwarzania z surowicy szczepicnych ochron-
nie zwierzat albo przez hodowanie guzéw wydzlelajacych produkty monokloniczne. Korzy-—
stnym typem immunoglobuliny jest IgG. Przedstawicielami immunoglobulin sz:
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- Iz z kb6z lub owiec uodpornionych antygenem zarodkowym raka,

- Ig z kroliczej surovicy przeciw ostrej biataczce limfoblastycznej,

- Ig z réznych przeciwsurowic hodowanych przeciw ostrej bialaczce limfoblastycznej,
ostrej biataczce szplkowej, chronicznej biataczce limfoblastycznej i chronicznej
biataczce granulocytowej,

- Ig z %6z lub owiec uodpornionych materialem raka ptuc,

= monokloniczna Ig 2z hybrydéw myszy wydzielajgcych przeciwciata przeciw rakowi odbytni-
¢y u ludzi,

- monokloniczna Ig z hybryddéw myszy wydzielajacych przeciwciala przeciw czerniakowi
u ludzi,

- monokloniczna Ig z hybrydéw myszy wydzielajgcych przeciwciala reagujgce z komérkami
bialaczki u ludzi,

- nonokloniczna Ig z hybrydéw myszy wydzielajgcych przeciwciala reagujgce z komdrkami
nerwiaka niedojrzatego u ludzi,

- monokloniczna Ig Z hybrydéw myszy wydzielajacych przeciwciala reagujgce z antygenami
raka piersi u ludzi, ‘

- monokloniczna Ig z hybrydéw myszy wydzielajgcych przeciwciala reagujgce z komorkami
raka jajnika u kobiet, .

- monokloniczna Ig z hybryddw myszy wydzielajgcych przeciwciala reagujqce z komoérkami
nigsaka kostnego u ludzi.

Jak podano wyzej, produkty sprz¢sania mozna tez wytwarzaé z fragmentéw przeciw-
cial, oznaczonych jako Fab, Fab’lub F/ab'/2 albo z monomeru Igil wytworzonego z prze-
ciwciala np. przez wytravianie enzymem proteolitycznym. Substancje takie i ich wytwa-
rzanie sg znane, przy czym mozna nadmienié, Ze korzystnymi enzymami proteolitycznymi
sg pepsyna 1 papaina, A

T'indezyne o wzorze 1 mozna 2zwigzeé¢ z substancjq immunoglobulinowg poprzez atom
vesla reszty karboksylowej w pozycjl 3 na drodze reakcji z odpowiednia pochodng azydko-
ﬁa. Wedlug wynalazku sposédb wytwarzania Srodke przeciw rakowi polega na reakcji immuno-
globuliny lub fragmentu immunoglobuliny z azydkiem o wzorze 3., Sposob ten stanowi do-
godng droge tgczenia leku, jakim jest windezyna z immunoglobuling w lagodnych warunkach
z zachovwaniem integralnoéci strukturalnej immunoglobuliny.

Proces ten prowadzi sie korzystnie w érodowisku wodnym, w temperaturze 5°C -
25°C, np. w temperaturze pokojowej, przy wartosci pH 8,5 = 9,5, korzystnie 9,0, Wyni-
kiem tej reakcji jest zwigzanie za pomocg wigzania kowalencyjnego jednej lub wiekszaej
liczby reszt winka przy wolnych grupach aminowych czgsteczki immunoglobuliny, na przy-
klad grup aminowych pochodzgcych od reszt lizynowych. Liczba reszt przytgczonych bedzie
zalezeé¢ od stezenla sktadnikéw reakcji i od czasu trwania reakcji, ale przecietnie wy-
nosi od 1, zwykle od 2 do 5. .

Proces ten prowedzi sie¢ np. w ten sposoéb, 2e roztwér azydicu w odpowiednim roz-
puszczalniku, takim jak dioksan, wkrapla sie powoli do buforovwanego roztworu immaunoglo-
buliny np. w boranowym roztworze buforowym 0,34 m przy wartosci pH 9, Produkt sprzega-
nia wyodrebnia si¢ przez odsgczenie Zelu 1 przechowuje w nasyconym roztworze siarczanu
amonovego, przy czym mozna go ponownie z powrotem przeprowadzaé tatwo do roztworu pod-
dajgc dializie za pomoca boranowego roztworu buforowego, albo tez moZna go przechovy-
wa¢ w chlodni w temperaturze 4° ¢ albo po zamroZeniu np. w temperaturze -20°.

Azydkowy skitadnik reakcji o wzorze 3 mozna tatwo wytwarzaé z winblastyny, siar-
czanu winblastyny lub dezacetylowinblastyny, korzystnie przez hydrazynolize¢ estru C
i nastg¢pnie dwuazowanie, np., sposobem opisanym w J.lled.Chem., 1978, tom 21, nr 1,
strony £8-96 albo we wspomnianym wyze] brytyjskim opisie patentowym nr 1 463 575,
Eydrazynoliza winblastyny przebiega korzystnie w umiarikzowanych temperaturach w roz-

vorze w metanolu i otrzymuje sie monohydrazyd. Produkt ten poddaje si¢ w temperaturze
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0°% - 10°% reakcji & kwasem solnym i azotynem sodowym w odpowiednim rozpuszczalniku wod-
nym i otrzymuje Zgdany azydek kvasu dezacetylowinblastynowego.

Azydek o wzorze 3 moina tez wytwarzaé w temperaturze ponize} 5°C,jak opisano wyzej
i bez wyosobniania azydku moZna doprowadzaé wartosé pH mieszaniny do 9.oraz dodavwaé mie-
szajagcy sig¢ 2z woda rozpuszczalrik, taki jek np. dioksan. Nast¢pnie dodaje sie immunoglo<
buline w boranowym roztworze buforowym o wartosci pH 9 i pozwala sie na ogzrzanie sie mie-
szaniny do temperatury pokojowej. Nadniar azydku niszczy sie rozciefhczonym amoniakieﬁ
i produkt sprzegania oczyszcza przez odsgczenie Zelu,

Ocene produlktu sprzegania mozna dokonywaé stosujac znane metody, tekie jak metoda
powinovactwa chromatograficznego. Skutecznosé sprzgzonego produktu mozna cceniaé okresla-
jac liczbg¢ komérek zdolnych do Zycia po potraktowaniu zawiesiny komdérek rowmotworu tym
produktem albo mierzgc pobdr trytowanej urydyny. Stezenia proteiny i leku oznacza sie
przez pomiar gestosci optycznych roztwordw produktu syrzezonego przy dwéch dlugosciach
fal, na przyktad 270 1 280 i odniesienie otrzymanych wartoéci do warto:ici wolnego leku
i niesprzezionej immunoglobuliny przy tych samjch dlugosciach fal,

Howe produkty sprz¢gania wytworzone snosobem wedlug wynalazku sg uiyteczne prazy
zvalczaniu raka 1 w tym celu przygotowuje si¢ Je korzystnie w postaci preparatéw do wstrzy-
kivania lub preparatéw farmaceutycznych zawierajgcych produkt sprzegania razem z farma-
kologicznie dopuszczalnym nosnikiem lub rozcienczalnikiem. Korzystnie stanowia one
dawke jednostkowa, zawierajaca nr. od 0,0l do 2 mg czyrnej substancjl /okreslenie to do-
tyczy srupy windezynowej/.

kovwe produkty sprzegania sa skuteczne w szerokim gakresie ich dawek i np. przy le-
czeniu ludzil dorosiych dawka trgodniova wynosi zwykle 1-10 mg/kg /w przeliczeniu na gru-
pe windezyny/, a vrzewaznie >-9 mg/kg., Jednakze ilosé zwiazku podawanezo jest okreslana
przes lekarza w zaleznoécl od canych okolicznosci, w tym tez stanu pacjenta i wybranej
drogi podawania leku. ’

Tynalazek zilustrowano w nastepujacych przyktadach,

Frzykt1ladl. "ytwarzanie produktu sprzegania windezyny z owczym antygenem
rrzeciw zarodkom raka. 6 mg hydrazydu ki:asu dezacetylowinblastynowego rozpuszczono w 340
al 1n HCl i chtlodzono roztwér do temperatury 4°C, po czym dodano 60 al wodnego roztworu
azotynu sodovego o stezeniu 10 mg/ml i mieszano w temperaturze 4%, Po uptywie 5 minut
silnie mieszajgc, dodano 300 Ml ln NaOH i 120 ul dioksanu, a nastepnie 280 ul roztworu
owczego anty-CEA,o stezeniu 21,3 mg/ml w boranovwym roztworze buforovym majgcym stezenie
0,3+ m i vwartos¢ pH 8,6. ilieszaning mieszano w pokojowej temperaturze w ciggu 2 godzin,
utrzymujgc vwartosé pH 9 za pomocg 0,1 n NaOH, Hadmiar azydku rozlozono dosajac 60 ml
1n NH40K i mieszajac dalej w ciggu 1 fodziny. Produkt wyosobniono drogg filtracji zelu
na kolumnie Biop-Gel P-6 o wymiarach 1 x 25,5 cm /20 ml/, zréunovazonej solankg bufo-
rowang fosforanem., Otrzymano 2,66 ml frakcji szczytowej i zawartoéé proteiny okreslono
metodg Lowry, a windezyn¢ oznaczono metodg spektroskopii réznicowej. Vytvorzony w ten
sposéb produkt sprzegania zawieral 4,6 mola windezyny na 1 mol Ig.

Przykitad II, Wytvarzanie produktu sprzeganla windezyny z mysim monoklo-
nicznym antygenem przeciw zarodkom raka. 10 mg hydrazydu kwasu dezacetylovinblastynowego
rozpuszczono W 0,56 ml In HCl i ochtodzono roztwér do 4°C, Dodano 100 pul roztworu azo-
tynu sodu o stezeniu 10 mg/ml i mieszano w temperaturze 4%, Po 5 minutach, przy energi-
cznym mieszaniu dodano 0,5 ml 1n NaOH i 0,2 mi dioksanu, a nastg¢pnie 0,5 ml roztworu my-
siego monoklonicznego anty-CEA o stezeniu 15,6 mg/ml w boranowym roztworze buforovym ma-
jacym st¢zenie 0,34 m i wartosé pH 8,6, iieszaning mieszano w temperaturze pokojowej
przez 2 godziny utrzymujgc piH na poziomie 9 za pomocqg O,1 n NaOH, Nadmiar azydku rozlo-
%2ono dodajgc 0,1 ml 1n NH40H i miesza%gc przez dalszg godzing. Frodukt vyosobniono dro-
gg filtracji zelu na kolumnie 32io-Gel P-6 o wymiarach 1 x 27 cm /21 ml/ zréwnowazo-
nej solankg buforowang fosforanem. Otrz&maﬁo 4,07 ml frakcji szczytove] i zawartosé
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proteiny i windezyny oznaczono metoda spektroskopii przy 270 i 280 nm. Wytworzony w ten
sposdb produkt sprzegania zawierat 2,1 mola windezyny na mol Ig.

Przyktad I I I. Vytwarzanie produktu sprzegania windezyny z kroélicza prze-
olwmysig TIgz. 12 mg hydrazydu kwasu dezacetylowinblastynowego, rozpuszczono w 0,67 mrl
1n ICl i roztwér ten ochtodzono do 4°C, Dodéno 120 ml roztworu azotynu sodu o stg¢zeniu
10 nmg/1l i mieszano w temperaturze 4°c, Po 5 minutach enersgicznie mieszajac dodano 0,6 ml
In HaOH i 0,24 ml dioksanu, a nastepnie 1,0 ml roztweru kroliczej przeciwmysie]J Ig o
stezeniu 11,7 mg/ml w boranowym roztworze buforowym majgcym stezZenie 0,4 m i wartosé
pH 8,6, iiieszanine mieszano w temperatubze pokojowej przez 2 godziny utrzymujac pH na
poziomie 9 za pomocg 0,1 n Nall. Nadmiar azydku roztozono dodajac 0,12 ml 1n 1E4OH
i mieszaigc przez dalszg godzine. Frodukt wyosobniono drogg filtracji Zelu na kolumnie
Bio=Gel P-6 o wymiarach 1,5 x 26 co /46 nl/ zréwnovazonej solankg buforowana fosfo-
ranem, Otrzymano 6,22 ml frakcji szczytowe] i zawartosé proﬁeiny 1 windezyny oznaczcno
metodg spektroskopii przy 270 i 280 nm. Vytworzony w ten sposob produkt sprzegania zawie-
ral 3,2 rniola windezyny na mol Ig.

Frzyktad I V. " gniazdach tacy do mikromiareczkowania kultur wytworzono
zawlesine preparatu z hodowli rosngcych komérek, przy stezeniu komérek 104 na gniazdo.
Po pozostawieniu komérek na 24 godziny dla prayjecia sie hodowli, replikowane gniazﬁa
traktovano szeregiem rdznych stezen produktu sprzegania lub preparatem kontrolnym. Po
6-dniowym prowadzeniu hodowli szacowano ilosé komdérek obecnych w gniazdach przez obli-
czanie bezpofredrie za .pomocg analizatora obrazu mikroskopu inwersyjnego. U jednym przy-
ktadzie komérke gruczolaka odbytnicy'ludzkiej traktowano windezyng polgczong z przeciw-
ciatem monoklonicznego antygenu przeciw zarodkom raka w stosunku molowym 2,1 mola winde-
zyny na nol Ig stosuje produkt sprzegania z przykiadu II i ocznaczono dziatanie cytoesta-
tyczne poprzez liczenie komérek jak nastepuje:

Stezenie sprzezonego Iloéé komérek /gniazdéo po % w stosunku do proby
leku z windezyng ng/l 6 dniach/ + przecietne od- kontrolnej

chylenie od normy 4 repliki

0 ' 1,63 + 4,8 x 10* ‘ 100

0,08 13,8 + 2,5 x 10% 84,6
0,40 - 12,6 + 1,9 x 10" - 77,4
2,00 10,8 + 3,9 x 10* 66,7
10,00 1,9 + 0,6 x 10% 11,9

Zastrzez2enia patentowe

1, Sposéb wytwarzania produktu sprzegania zawierajgcego immunoglobuling lub
fragment immunoglobuliny zmodyfikowane przez jedng lub wiekszg liczbe grur o wzorze
2 2zwigzanych z nimi kowalencyjnie, znamienny t y m, 26 poddaje sie reakecji
immunogiobuline lub fragment immunoglobuliny z azydkiem kwasu dezacetylowinblastyno-
wego o wzorze 3. .

2. Sposdéb wedtug zastrz. 1, znamienny t y m, Ze sprzeganiu poddaje
si¢ IgG immunoglobuling. . ,

3. Spos6b wediug zestrz. L albo 2, zhamienny t 3y my, Ze imaunoglobu-
line lub jej fragment modyfikuje sie¢ Srednio za pomocg 2-5 grup o wzorsze 2.
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